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Proteinkristal llsationsverfahren 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Kristallisation von MakromolekQIen in einem 
Dreiphasensystem, entsprechende Vorrichtungen, ein Dreiphasensystem, sowie 
die Verwendung In automatisierten Kristallisatlonsverfahren. 

Die Aufklarung von dreidimensionalen Strukturen von biologischen 
Makromolekulen erfolgt am genausten durch die Rontgenstrukturanalyse. 
Voraussetzung fQr die Strukturaufklarung 1st, dass die Makromolekule, wie 
Proteine Oder deren Komplexe, als Einkristalle zur Verfugung stehen. 

Oblicherweise wird versucht, Krlstalle aus gesSttlgten Losungen 
hochgereinigter Proteine in Anwesenheit einer konzentrlerten Losung 
entsprechender Salze Oder Polymere (PolyethylenglyCol usw.) zu gewinnen. 
Dabei wird den ProteinlSsungen das fur die Loslichkelt notwendige Wasser in 
elnem bestimmten Zeitablauf mehr oder weniger entzogen, so dass durch elne 
Fluktuation der Proteinmolektile Assoziate unterschiedlicher GroQe entstehen 
konnen. Das Entstehen von Nukleationskeimen 1st die Voraussetzung fQr die 
Bildung von Kristallen. Diese Vorgange Werden normalerweise empirisch 
erprobt durch die Auswahl von verschiedenen Salzen in variierenden 
Ionenstarkebedingungen, pH-Werten, Puffern, Polymeren, organischen 
LSsungsmltteln, Temperaturen usw., wobei ein Multlparameterproblem 
vorliegt. (McPherson, A., Crystallization of Biological Macromolecules, Cold 
Spring Harbor Press, New- York, 1999) 

Es stehen verschiedene Kristallisatlonsverfahren zur Verfugung. Bei 
sogenannten Batch-Verfahren wird in einem geeigneten Probentrager das zu 
kristalltsierende Protein als konzentrierte Losung einer vorher deponierten 
wassrlgen Losung zugegeben oder umgekehrt (Chayen, N. E,; J. Crystal 
Growth. 1999, 196, 434-41). Da bei diesem System keine Anreicherung der 
Niederschlagsreagenzien uber elnen langeren Zeitraum stattfindet, sondern die 
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Endkonzentrationen bei der Applikation der ProteinlSsung direkt etngestelft 
wird, spricht man von einem ^atchverfiahren". Diese Methode ermoglicht 
keinen kontinuierlichen Eintritt in die metastabile Region eines 
Phasendiagramms. Somit gent der groBe Vorzug der klassischen 
Kristallisationsverfahren verloren (kinetische Eigenschaften und dynamische 
Endpunktbestimmung, siehe Figur l). 

Eine abgewandelte Methode zum Batchverfahren besteht darin, an Stelle des 
reinen Paraffindls ein z.B. mit Dlmethylsiloxan (DMS) versetztes Paraffmol zu 
verwenden, so dass eine kontinuierliche Wasserdiffusion aus der Ldsung 
stattfindet. Die Methode erlaubt jedoch nicht die Einstellung eines Endpunktes, 
da es sich nicht urn ein geschlossenes System handelt. Der groSe Nachtell ist, 
dass die Protefnlosung tiber einen bestimmten Zeitraum komplett austrocknet. 
Sie ist somit fur die Kristallogenese nur bedingt verwendbar (siehe Figur 1). 

Dagegen wird bei klassischen Methoden (hanging/sitting-drop) ein Tropfen 
einer ProteinlSsung in einem geschlossenen GefaB mit einem Reservoir einer 
w§ssrigen L6sung einer vorgegebenen hdheren Konzentration unter 
Luftabschluss inkubiert. Mit der Zeit verdunstet Wasser aus dem Tropfen, so 
dass die Proteinkonzentration kontinuierlich zunimmt. Ein- Endpunkt wird 
erreicht, wenn der Tropfen mit dem Reservoir im Gleichgewicht steht. Ober die 
Konzentration des Oberschussigen Reservoirs laBt sich somit der Endpunkt 
einstellten. 

Die Bereltsteilung von Kristallen, die fur die StrukturaufklSrung geeignet slnd, 
Ist jedoch oft mit groBen Schwierigkeiten verbunden Oder nach den bekannten 
Methoden Qberhaupt nicht megllch. Haufig kommt es vor, dass eine geordnete 
Kristallisation aus nicht bekannten Griinden ausblelbt. Das Wechselspiel 
physikalisch-chemlscher VorgSnge, die sich wahrend der Kristallogenese 
abspielen, ist bis heute nicht eindeutig beschrieben, da sich die Kristallisation 
bisher einer konsequenten Analyse entzog. Wenn Kristalle erhalten vyerden, 
sind diese oft nicht von ausreichender GroBe oder Qualitat. 

In Anbetracht der groBen Fortschritte, die in den letzten Jahren bei der 
AufklSrung von Gen- und Proteinsequenzen durch automatisierte Verfahren 
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erzielt wurden, 1st es wilnschenswert, die zahlreichen neuen Proteine, die jetzt 
expremlert werden konnen, systematlsch mit automatisierten Verfahren zu 
untersuchen. Auch haben Teilbereiche der RSntgenstrukturanalyse in den 
letzten Jahren gewalbge Efflzienzsteigerungen erfahren. Hierzu trug unter 
anderem die Bereitstellung von Rontgenstrahlungsquellen hoher Brtllianz 
(Synchrotrone), sowie die Bereitstellung effizienter Hard-- und Software fur die 
Dateninterpretation bei. Die bekannten Verfahren zur Kristallisation von 
biologischen MakromolekOlen konnten bislang jedoch nicht auf befriedigende 
Art und Weise als automatislerte Hochdurchsatzverfahren durchgefOhrt werden 
(Chayen, N. E. und Saridakis, E.; Acta Cryst. 2002, D58, 921-27). Es besteht 
daher ein starkes Bedurfnis nach Verfahren zur Kristallisation von Proteinen, 
die einfach automatisiert werden kdnnen und somit ein Screening der 
mlttlerweile verfiigbaren Proteine und die systematische Erzeugung von 
Kristaiien ermdglichen. 

Bel automatisierten Diffusionsexperimenten nach der Hanging-Drop- Oder 
Sittlng-Drop-Methode werden geschlossene Systeme durch silikonierte 
Glasdeckel oder mit selbstklebenden transparenten Folien verschlossen. Bei 
der Hanging-Drop-Methode muss ein Tropfen jeweils auf die Unterseite eines 
Deckels pipettiert werden, der Deckei umgedreht werden und ohne 
Beeintrachtigung des Tropfens iiber einem ROssigkeitsreservoir aufgesetzt 
werden, das luftdicht verschlossen werden muss. FOr den Roboter 1st dies mit 
relativ vlelen aufwandigen Arbeitsschritten verbunden. Derartige 
automatisierten Verfahren slnd nicht attraktiv hinsichtlich Kosten, 
Geschwindigkeit und Reproduzlerbarkeit und lassen sich nur schlecht mit 
kleinsten Probenvolumina realisieren (siehe auch Chayen und Saridakis, 2002). 

Bei automatisierten Batch-Verfahren werden von Robotem die in den 
entsprechenden Screening-Ansatzen verwendeten LSsungen z.B. unter 
ParaffinSl deponiert. Die wassrige LSsung ist somit direkt vor Ausdunstung 
geschOtzt. Dies ist insbesondere bet der Verwendung von kleinsten 
Probenvolumina wlchtig, da durch geringste Wasserverluste die eingestellten 
Konzentrationen erheblich variieren kdnnen und somit die Reproduzierbarkeit 
beeinflussen (Storelnflusse). Solche automatisierten Verfahren sind mit den 
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Obllchen Nachteilen von Batchverfahren verbunden, da kelne 
Konzentrationsanderung und im Falle einer Konzentrationsanderung kefn 
Endpunkt einstellbar 1st. Die Anwendung adaptiver, auf statistlscher Analyse 
beruhender Kristallisationsverfahren setzten jedoch eine genaue Kenntnis der 
Endkonzentration voraus. 

Der Erflndung Hegt das Problem zugrunde, ein Kristallisationsverfahren 
bereitzustellen, dass die benannten Nachtelle der Verfahren nach dem Stand 
der Technik Qberwindet. Insbesondere soli ermoglicht werden, mit relativ 
wenig Aufwand und relativ hoher Erfolgswahrschelnlichkelt mogltchst 
homogene und groCe Kristalle von Makromolekiilen zu erhalten. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren soli auch als automatisiertes Verfahren zum 
Screening von Kristalllsationsansatzen geelgnet sein. Insbesondere soil das 
automatisierte erfindungsgemSBe Verfahren filr Roboter einfach und mit relativ 
wenigen Arbeitsschritten durchfuhrbar sein und die beschriebenen Nachtelle 
automatlsierter Kristallisationsverfahren uberwinden. 

Das der Erflndung zugrundeliegende Problem wird iiberraschenderweise gelost 
durch ein Verfahren zur Kristallisation von Makromolekiilen unter Verwendung 
eines GefaBes, enthaltend eine untere wassrige und eine mittlere Phase, 

wobei eine wassrige Ldsung der MakromolekQIe in die mittlere Phase 
gegeben wird, 

wonach eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die 
untere wassrige Phase iiber die mittlere Phase geschkrhtet wird, 



eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die untere 
wassrige Phase iiber die mittlere Phase geschichtet wird, 

wonach eine wassrige Losung der MakromolekQIe in die mittlere 
Phase und/oder obere Phase gegeben wird, 

und inkublert wird. 



Oder 
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Die wSssrige Losung der MakromolekGle bildet dabel elne vierte Phase, die sich 
nicht unmittelbar mit der unteren Phase vermlscht. Im allgemeinen wird die 
vierte Phase in einer Menge zugegeben, dass sie einen Tropfen: bildet. 
Vorzugsweise wandert die vierte Phase nach Einbringen in das GefSB zur 
Phasengrenze zwischen der unteren und mittieren Phase. Eine Vermischung 
mit der unteren Phase, die ja ebenfalls eine wassrige Phase ist, findet nicht 
statt. Vielmehr verbleibt die vierte Phase mindestens so lange im System, bis 
der Kristaliisationsprozess einsetzt. In alternativen Ausfuhrungsformen 
positioniert sich die vierte Phase an der Phasengrenze der mittieren und 
oberen Phase Oder innerhaib der mittieren Phase. Entscheidend ist, das keine 
unmittelbare Vermischung mit der unteren wassrigen Phase stattfindet. 
Die Phasen des Kristallisationssystems werden schematisch anhand von Figur 
2 und photographisch durch Figur 3 verdeutlicht. In Figur 3 ist eine vierte 
tropfenformige Phase zwischen den Phasengrenzen der mittieren und oberen 
Phasen positioniert. Die Phasengrenze ist in Figur 3 nicht deutlich zu erkennen, 
jedoch zeigt Figur 4 eine GroBaufnahme einer vferten Phase an der 
Phasengrenze der mittieren und unteren Phase. In dlesem metastabilen 
Zustand verbleibt die vierte Phase Qber einen langeren Zeitraum und dringt 
nicht in die untere wSssrige Phase ein. 

Die vierte Phase vermischt sich solange nicht votlstandig mit der unteren 
Phase, bis die KristallisaOon in der vierten Phase Oder an einer Phasengrenze 
zur vierten Phase einsetzt. Vorzugsweise Ist die vierte Phase fur mindestens 6, 
12 oder 24 Stunden unterscheidbar, besonders bevorzugt fur mindestens 2, 4, 
6, 14, 21 oder 30Tage. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das verwendete GefaB so 
ausgestaltet, dass die vierte Phase nicht in Kontakt mit der unteren Phase 
kommen kann. Dabei 1st die vierte Phase vorzugsweise in einer Ausbuchtung 
lokaiisiert. Figur 6 zeigt schematisch, wie eine solche AusfQhrungsform 
erfindungsgemaB realisiert werden kann. Der Tropfen kann aufgrund einer 
physischen Barriere nicht in die- untere Phase gelangen. ErfindungsgemaB ist 
es mSglich, in einem Drelphasensystem mehr als eine MakromolekQIIosung als 



EmPfanssze'it 30Juli 16:42 



3«. JUL. 2002 16:40 DOMPATENT VON KREISLER KOELN NR . 3m s _ )3 



- 6 - 



getrennte Phase zur KristalHsatlon zu bringen. Figur 7 zeigt eine 
erfindungsgemaBe Ausgestaltung des GefaBes mit drei Vertiefungen in denen 
jeweils eine raumlfch von der unteren Phase getrennte vierte Phase vorliegt. 
Derartige Ausgestaltungen slnd erfindungsgemaB auch als Multiwellplatten 
realisierbar, die die gleichzeitige oder sequentlelle Untersuchung einer Vielzahl 
von Proben erlauben. in einer bevorzugten AusfQhrungsform wird ein 
Dreiphasensystem vor Zugabe der vierten Phase erstelit. In einer welteren 
AusfQhrungsform wird die vierte Phase in den Ausbuchtungen zuerst vorgelegt 
und anschlieBend das Dreiphasensystem erstelit. In einem Screenfngtest wird 
dann die Proteinlosung der wassrigen vierten Phase in einer der 
Ausbuchtungen zugegeben und kann durch Ausdunstung von H 2 0 mit der 
unteren Phase wieder ins Gleichgewicht kommen. 

Durch die obere Phase findet Qber die Dauer des Kristallisationsvorgangs im 
wesentlichen keine Diffusion von H 2 0 aus dem GefaS statt. In einer 
bevorzugten AusfQhrungsform enthalt die obere Phase Paraffinol. Es kann aber 
jedes andere Ol oder jede andere FlOssigkeit verwendet werden, die In der 
Lage ist, als obere Phase die Ausdunstung von Wasser aus dem System 
einzuschrinken. 

Die mittlere Phase wird so ausgewahlt, dass eine Diffusion von H 2 0 von der 
vierten Phase In die erste Phase stattfindet. Daher nimmt die Konzentration 
des MakromolekQls in der vierten Phase kontinuieriich zu. Da das 
Gesamtsystem im wesentlichen kein Wasser verliert, kann durch die Auswahl 
der Zusammensetzung der wassrigen unteren Phase ein Endpunkt fur die 
KristalHsatlon eingestellt werden, bei dem die untere und die vierte Phase sich 
im Gleichgewicht befinden. 

Die mittlere Phase kann auch aus komplexen Gemischen, z.B. verschiedener 
Viskositaten und/oder chemischer Natur bestehen. Des weiteren darf die 
mittlere Phase die diffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase nicht 
unverhSltnismaBig mindern. 

Die mittlere Phase enthalt in bevorzugten Ausfiihrungsformen Hydroxy- 
terminiertes Dimethylsiloxan und/oder Phenyl methyl-Polysiloxane, 
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Insbesondere Phenylmethyl-Dimethyl-Polystloxane. Bel der Wahl der 
Flusslgkeit fur die mittlere Phase spielt insbesondere deren Viskositat sowie im 
Falle des Phenylmethylsilikondls das Verhaltnis der Methyl- zu den 
Phenylgruppen eine Rolle. 

Die untere wassrige Phase enthalt vorzugsweise Sake, Puffersubstanzen, 
Polymere und/oder organische Ldsungsmittel. 

Die wSssrige Losung des Makromolekuls enthalt in bevorzugten 
Ausfiihrungsformen Salze, Puffersubstanzen, Polymere und/oder organische 
Losungsmittel. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform enthalt die wassrige LSsung des 
Makromolekuls abgesehen vom MakromolekQI selbst die gleichen Bestandteile 
wie die untere wassrige Phase, jedoch in geringerer Konzentratlon. 
Die MakromolekOle der vierten Phase, die erfindungsgemaB kristallisiert 
werden, sind in bevorzugten Ausfiihrungsformen Proteine, RNA, Komplexe von 
Makromolekulen, proteinkomplexe, Protein/Ligandenkomplexe, 

DNA/Ligandenkomplexe, Protein/RNA-Komplexe Oder Protein/DNA-Komplexe. 
Allgemein kdnnen erfindungsgemaB MakromolekOle, sowie sonstlge groSere 
Molekule, biologischen oder synthetischen Ursprungs, kristallisiert werden. 
Gegenstand der Erfindung sind auch Krlstalle von Makromolekulen, die nach 
dem erfindungsgemaBen Verfahren erzeugt werden. Das Verfahren der 
Erfindung ist auch ein Herstellungsverfahren fur Kristalle von Makromolekulen. 
Gegenstand der Erfindung sind auch Strukturen von Makromolekulen, die bei 
der Untersuchung von Kristallen, die durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
erzeugt wurden, ermittelt werden. 

Gegenstand der Erfindung 1st auch ein Dreiphasensystem zur Krlstallisation 
von Makromolekulen, bei dem In einem GefaB drei Phasen iibereinander 
vorliegen, wobel diese eine untere wassrige Phase, eine mittlere Phase und 
eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die untere wassrige 
Phase sind. Die drei Phasen sind vorzugsweise flussig. ErfindungsgemaB sind 
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jedoch auch andere AusfQhrungsformen durchfiihrbar. So kann die untere 
Phase betspielsweise gelartig sein. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht den Erhalt von relativ 
gleichmaBigen und groBen Kristallen. Das Verfahren ist einfach, schnell 
durchfiihrbar und in hohem Masse reproduzierbar, wobei das Problem der 
Verdunstung auch bei Verwendung geringer Proteinmengen nicht gegeben ist. 
Je nach Ausfuhmngsform bestehen keine Oder nur geringe Wandkontakte mit 
dem Probentrager, was zu elner geringeren Nukleationsrate und somit zu 
groBeren Kristallen fuhrt. Die Proteintropfen besitzen eine homogene Form und 
weisen im Vergleich zu klassischen Verfahren wenlger Storeffekte auf, was 
Verfahren der Bildaufnahme- und Bildbewertung vereinfacht. Durch die Wahl 
der zweiten Phase steht ein zusStzlicher Parameter bezuglich der Dynamik der 
Einstellung des Endpunktes zur VerfOgung, der die Nukleationsrate 
mitbestlmmt. 

Die Erfindung betrifft insbesondere auch die Verwendung des 
erfindungsgemSBen Verfahrens, der Vorrichtung und/oder des 
Drelphasensystems zur automatisierten Kristalllsation oder zum 
automatislerten Screening. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist In hohem 
Masse geelgnet fur die Verwendung im Rahmen automatisierter, Roboter- 
gestutzter Verfahren, Es sind im Vergleich zu den klassischen Methoden 
deutlich weniger Arbeitsschritte notig. Der Roboter muss lediglich die Losungen 
nachelnander pipettieren. In einer bevorzugten Anwendungsform sind die 
Losungen bereits vorpipettfert und die LSsung des Makromolekuls muB 
lediglich zugefOgt werden. Die Applikation von Glasdeckeln, das Drehen der 
Deckel, oder die Versiegelung des Systems mit Folie oder ahnlichem sind nicht 
mehr erforderlich. Trotzdem geht die Kristallisation mit einem dynamisch 
einstellbaren Endpunkt einher. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung zur Kristallisation von 
MakromolekQIen, bei der eine Vlelzahl von ProbengefaBen zu einem 
Probentrager angeordnet sind (Figur 8), wobei der Probentrager einen 
durchgangigen Rand aufweist, der hoher angeordnet ist als die Offnungen der 
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ProbengefaBe (Figur 9). In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die 
ProbengefaBen jeweils mindestens eine erhohte Ausbuchtung auf (Figur 9). 
Diese Ausfiihrungsformen eignen sich insbesondere fur die Automatisierung 
unter Verwendung von Robotern. Es kann eine beliebige Anzahl von 
ProbengefaBen auf etnem Probentrager angeordnet werden (in Figur 8 sind 96 
Proben angeordnet). Der Probentrager ist gekennzeichnet durch einen 
erhohten Rand. Dadurch wird die robotergestiitzte Durchfuhrung des 
Verfahrens stark vereinfacht: Es wird in jedes ProbengefaB die untere wassrige 
Phase gegeben. Danach wird diese mit der mittleren Phase Oberschlchtet, die 
vorzugsweise alie ProbengefaBe uber die H5he der Ausbuchtung hinaus, 
jedoch unter den Rand der einzelnen ProbengefaBe aufftlllt. Danach erfolgt die 
Oberschichtung des gesamten Systems mlt der oberen Phase. Dadurch werden 
storende Miniskuseffekte an der Oberflache unterbunden. 

Die Appilkation der vierten Phase erfolgt dann jeweils in oder uber die 
ProbengefaBe wie beschrieben. Der Rand des Probentragers ist ausreichend 
hoch, um die obere Phase aufzunehmen. Vorzugsweise ist der Anteil des 
erhohten Randes an der Gesamthohe des Probentragers 2-50%, bevorzugt 5 
bis 30%, besonders bevorzugt 10 bis 20%. 

Bei der Automatisierung des Verfahrens konnen die einzelnen ProbengefaBe 
Ausbuchtungen ausweisen (Rgur 9). In einem ProbengefaB kQnnen eine oder 
mehrere Ausbuchtungen vorhanden sein, z.B. drei Ausbuchtungen wie in Rgur 
7. Es kSnnen auch eine Vielzahl von Ausbuchtungen neben einem Reservoir 
angeordnet sein. 

Durch diese erfindungsgemaBen Ausftthrungsformen lassen sich eine Vielzahl 
von Arbeitsschritten, auch Pipettierschritten, einsparen, was die Verwendung 
als automatislerten Prozess stark erleichtert. Das Verfahren ist ahnlich einfach 
automatisiert durchfuhrbar wie Batchverfahren nach dem Stand der Technik r 
ermoglicht jedoch eine dynamische Einstellung eines Endpunktes und eines 
metastabilen Zustandes. Des weiteren konnen zeitlich versetzte Testverfahren 
an mehreren Proteinen realislert werden, wobei das Protein einer Ausbuchtung 
zugegeben wird, in die berelts vorher die wassrige Losung (vierte Phase) 
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vorgelegt wurde. Dies ermSglicht einen verringerten Verbrauch von 
Chemikallen und Probentragern. 

Bevor ein erfindungsgemaBes Dreiphasensystem etabliert wird, 1st es notig, 
die mittlere und die obere Phase so auszuwahlen, dass saubere Phasengrenzen 
erhalten werden und dass die Reihenfolge der Phasen (unten/Mitte/oben) sich 
wie gewunscht, unter anderem durch Adhaslons- und KohasionskrSfte, 
einstellt. 

Die obere Phase muss eine geringere Dichte als die Losung des MakromolekQIs 
aufweisen und muss gegenOber H a O diffusionshemmende Eigenschaften 
besitzen. Geeignet ist insbesondere Paraffinei. 

Zum Testen der mittleren Phase werden die einzelnen FlOssigkeiten fur die 
mittlere Phase jeweils mit einer identischen Menge der oberen Phase 
Gberschichtet und anschl|eBend bei Raumtemperatur inkublert. Geeignete 
Flusslgkeiten bilden eine Qber einen langeren Zeitraum stabile Phasengrenze 
aus. 

Urn die Dampfdurchlassigkeit der mittleren Phase zu testen, wird die bekennte 
Kristallisation eines MakromolekQIs in einem offenen System mit unterer 
wassriger Losung des MakromolekQIsund Uberschichteter mittlerer Phase 
untersucht (ohne obere Phase). Die verdunnte Losung des MakromolekQIs wird 
gefiltert, in ein KristallisationsgefaB gegeban und mit der zu testenden 
mittleren Phase Qberdeckt. AnschlleBend wird der Ansatz Qber einen Zeitraum 
von mehreren Stunden bis mehreren Tagen beobachtet. Falls die mittlere 
Phase WassermolekQIe aus der Losung des MakromolekQIs ausdlffundieren 
lasst, entstehen je nach Diffusionsoffenheit und Schlchtdicke Kristalle. Wenn 
die mittlere Phase die Diffusion von Wasser nicht zulasst und daher 
erfindungsgemas nicht geeignet ist, bilden sich nach mehreren Tagen kelne 
Kristalle. 

Da die Losung des MakromolekQIs meist auf einer Elektrolytlosung basiert, 
muS auBerdem das Verhalten der mittleren Phase in Bezug zur wassrigen 
Phase bewertet und sichergestel'lt werden, dass sich die fQr die mittlere Phase 



EniPfaneszeit 30.Juli 16:42 



30. JUL 2002 16:41 



DOMPATENT VON KREISLER KOELN 



11 - 



NR. 3693 S. 18/38 



verwendete Flussigkeit lm wesentlichen nicht mit der wassrigen Phase 
vermischt und mit dieser kompatibel 1st. 

Urn den Einfluss einer diffusionsoffenen mittleren Phase auf die 
dlffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase zu testen, wird 
zusatzlich mit einer Schfcht von Paraffin6l beschichtet, die mindestens so dick 
sein sollte wle die Schicht der mittleren Phase. Wenn die mittiere Phase die 
dlffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase nicht substantial 
beelnflusst, ist.keine oder zumindest elne erheblich verzogerte Blldung von 
Proteinkristallen zu beobachten. 



AusfQhrunqsbeispiele:. 

BfiiS Blsi 1- lest der L osllr hypit- d^r mlttleren Phase in der oberen Phase 

Es wird Paraffinol (Paraffin dOnnflussig, Merck; Bestetlnummer: 1.07174.1000) 

als obere Phase verwendet nach elner kompatiblen mittleren Phase gesucht. 

Anstelle des Paraffindls kSnnen andere Flussigkeiten verwendet werden, die 

dienen diffusionshemmende Eigenschaft und elne entsprechende Dichte 

aufweisen, 

Tabelle 1 enthalt eine Auflistung der getesteten Flussigkeiten, die verschiedene 
Polysiloxane, Zufalls-Copolymere und eln Block-Copolymer umfasst. 

Tabelle 1; 



Poly(dlmethylsiloxan-Co-Methylphenylsiloxan),Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylsiloxan-Antell: ~50% ; Viskositat bei 25°C: 100 mm 2 /s 
(Silliconol AP1O0, Wacker-Chemie GmbH) ■ 



II 



Poly(dlmethylslloxan-Co-Methylphenylsiloxan),TrlmethyCsllyl-termlnIert; 
Phenylmethylsiloxan-Antell; ~50 % ; Viskositat bei 25°C; 200 mm 2 /s 
(Siiliconol AP200, Wacker-Chemie GmbH) 



III 



PolyCdimethylsiloxan-Co-Methylphenylsiloxan),Trlmethylsilyi-terminiert; 
Phenylmethylsiloxan-Antell: "50 % ; Viskositat bei 25°C; 500 mm 2 /s 
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(SfHIcondl AP500, Wacker-Chemie GmbH) | 


IV 


Poly(dimethylsiloxan-Co-Methylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylsiloxan-Anteil: <50 % ; Vlskositat bei 25°C: 20 mm 2 /s 

(Siliconol AR20, Wacker-Chemie GmbH) | 


V 


PolyCdimethylsiloxan-Co-MethylphenylsiloxanJ^rimethylsilyl-terminjert; 
Phenylmethylsiloxan-Anteil: <50 % ; Vlskositat bei 25°C: 200 mm 2 /s 1 

(Siiliconol AR200, Wacker-Chemie GmbH) | 


VI 


Poly(dimethylsiloxan-Co-MethylphenylsHoxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylsiloxan-Anteil: <50 % ; Vlskositat bei 25°C: 1000 mm 2 /s 

(Sllicondl AR1000, Wacker-Chemie GmbH) 


VII 


Poly(dimethylsiloxan), Hydroxy-terminiert, ca. 25 cSt bei 25 a C ~j 
(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,193-9) j 


Ivni 


Poly(dimethylsiloxan), Hydroxy-terminiert, ca. 65 cSt bei 25°C 
(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,195-5) | 


lix 


Poly(dimethylsiloxan), Hydroxy-terminiert, 90-150 cSt bei 25°C j 
(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 43,297-0) j 


|x 


Polydimethylsiloxan, Trimethylsilyl-terminiert | 
Hampton-Research, DMS Oil, Bestellnummer: HR2-593 j 


jxi 


Poly-3,3,3-Triflurpropylmethylsiloxan ~~| 
Hampton-Research, FMS Oil, Bestellnummer: HR2-595 | 


Ixn 


((N-Pyrrolidonpropyl)-Methylsiloxan-Dlmethylsiloxan-Copolymer 1 
(ABCR, Bestellnummer: YBD-125, Gelest Inc.) | 


XIII 


Poly[dlmethylslloxan-Co-Methyl(3-Hydroxypropyl)siioxan]-graft- I 
Poly(ethylenglycol)methylether 

[Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,239-0) 
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XIV 



XV 



XVI 



Poly[dlmethylsiloxan-Co-Methyl(3-Hydroxypropyl)siloxan]-Graft- 
Po!y(ethylen/propylenglycol)methylether 

(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,034-7) 



PolyEdimethylsiloxan-Co-MethyKS^^-TrifluorpropyOsiloxan] 
(Sigma-Aldrich f Bestellnummer: 48,257-9) 



Dimethylsiloxan - Ethylenqxid Blockcopolymer 
(ABCR, Bestellnummer: DBE-224, Gelest Inc.) 



in runden GlasgefaBen mit elnem Innendurchmesser von 6,5 mm werden je 
500 Mikrollter der zu testenden FIQssigkelt gegeben, mit je 500 Mikroliter 
Paraffindl bedeckt und bei Raumtemperatur inkubiert. Alle FlOssigkeiten bllden 
Initial zum Paraffin eine scharfe Phasengrenze. Nach zwei Stunden hat die 
Phasengrenze fur die FlOssigkeiten IV und X bereits an Scharfe verloren, 
bedingt durch eln ineinanderdiffundleren belder FlOssigkeiten. Nach 
24 Stunden 1st dies ansatzweise auch fOr die FIQssigkelt I der Fall. Somit 
steilen die FlOssigkeiten II, III, V, VI, VII, VIII, IX, XI, XII, XIII, XIV, XV und 
XVI potentielle Kandidaten fOr die mittlere Phase des hier beschriebenen 
Verfahrens dar. Die FlOssigkeiten IV, X und bedingt I fallen aus dem hier 
vorgestellten Selektionsverfahren aus. Fur die FIQssigkeit X ist dies nicht 
verwunderllch, da es sich urn das in den modifizierten Batchverfahren 
verwendete Polydlmethylsiloxan (DMS) handelt, was dem Paraffinol beigesetzt 
wird urn dieses diffusionsoffener zu machen. Die FIQssigkeit X wurde 
exemplarisch berQcksichtigt. 



Beis pjai 2: Toe* der Diffusionsei q Angrhaften der mittieren Phase. 
Die zu testenden mittieren Phasen werden mit Wasser abgesattigt. Dazu wlrd 
der zu testenden FIQssigkeit 5% (v/v) Wasser zugegeben, vermischt, 
zentrifugiert und uber mehrereTage inkubiert. Die Absattigung dient dazu, die 
Bildung von Proteinkristallen durch Wasserentzug der zu testenden mittieren 
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Phase zu unterbinden. Die FlOssigkeiten XIII, XIV und XVI erwiesen sich als 
wenig kompatibel mit einer weissrigen Losung sind. 

Elne Lysozymlosung (25 mg/ml) wird wie folgt hergestellt: 50 mg Lysozym 
(Lysozyme, Sigma; Bestellnummer: L-7651) werden komplett in 1 ml Wasser 
aufgeldst, filtriert und mit l ml der folgenden Losung versetzt: 5 % NaCI, 
100 mM NaOAc pH 4.0, 0.02 % NaN 3 . 

In eine 96-well Mikrotiterplatte werden pro ProbengefSB 10 Mlkroliter der 
Lysozymlosung deponiert und mit je 80 Mlkroliter der in Beispiel 1 genannten 
FlOssigkeiten Nummer; II, III, V, VI, VII, VIII und IX uberdeckt. Parallel dazu 
wlrd der gleiche Ansatz erstellt, und weiter mit 100 Mikroliter Paraffinei 
uberdeckt. Beide Ansatze werden be! 22°C inkubiert und uber einen Zeitraum 
von mehreren Wochen beobachtet. Bei der Wahl der getesteten FlOssigkeiten 
wurden die kostengunstlgen potentlellen FlOssigkeiten ausgewahlt. 

Die folgende Tabelle gibt die Zeiten in Tagen wleder, nach denen 
Lysozymkristalle beobachtet werden konnten: 



Flussigkeit Nummer 


ohne Paraffln5l 


mit Paraffinol 


II 


~8 


-22 


III 


-8 


-22 


V 


~6 


-22 


VI 


~7 


-22 


VII 


-0,5 


-22 


VIII 


~1 


-22 


IX 


-1 


-22 



Somit kdnnen verschiedene DIffusionseigenschaften der FlOssigkeiten 
charakterlslert werden und deren Elnfluss auf die DIffusionseigenschaften des 
Paraffin6ls ausgeschlossen werden. 
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Beisoiel 3: Diffusionseioanschaften der Hydroxy-terminierten P olydimethyh 
siloxane 

Anstelle der in Beispie! 2 genannten Mlkrotiterplatten werden GlasgefaBe mit 
elnem Innendurchmesser von 6,5 mm verwendet und mit 100 Mlkroliter der - 
aus Beispiel 1 genannten FIQssigkeiten Nummer VII, VIII Oder IX befQIIt. 
Parallel dazu wird der gleiche Ansatz erstellt, und weiter mit 100 Mlkroliter 
Paraffindl Oberdeckt, AnschlieBend werden den Glasrdhrchen 5 Mlkroliter der 
in Beispiel 2 beschriebenen Lysozymlosung beigefugt. Diese wandert zum 
Boden des GefaBes. Innerhalb weniger Stunden wird bei FIQssigkeit VII deren 
leichte EintrUbung im mit Paraffin Qberdeckten Ansatz beobachtet. Nach 
mehreren Stunden 1st diese Eintrubung ebenfalls fOr die mit ParafFinbl 
Qberdeckten FIQssigkeiten VIII und IX sichtbar. Diese TrQbung bleibt fQr die 
nicht mit Paraffinbl Qberdeckten Ansatze aus, Wird den mit Paraffinol 
Qberdeckten Ansatzen keine wsissrige Phase beigefQgt, bleibt eine EintrUbung 
aus. Wird an Stelle der Lysozymlosung reines Wasser verwendet, wird ein 
ahnliches Verhalten beobachtet. Die gemSB Beispiel 3 durchgefQhrte 
Absattigung der FIQssigkeiten 1st insbesondere fQr die Hydroxy-terminierten- 
Dimethyisiloxane wichtig. 

Beis piel 4; KristalHsatlp n von Lvso^ym lm Viernhasensvstem ; 
Aufbau des Vierphasensystems: Als untere Phase werden in GlasgefaBen mit 
6,5 mm Innendurchmesser je 500 Mikroliter einer Ldsung von 5 % NaCI, 
100 mM NaOAc pH 4.0, 0.02 % NaN 3 gegeben. Die Losung bestimmt somit 
den Endpunkt fQr die Kristalllsation des Lysozyms. AnschlieBend werden als 
mittlere Phase 100 Mlkroliter der in Beispiel 1 genannten FIQssigkeit Nummer V 
zugegeben. Oberdeckt wird das ganze mit 100 Mikroliter Paraffinol als obere 
Phase. 

Ein Mikroliter einer Lysozymlfisung gerriaB Beispiel 2 wird mittels einer Pipette 
unter die Paraffin/Luft Phasengrenze in das Vierphasensystem appliziert und 
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wandert bedingt durch den Dichteunterschied bis zur Silikonei/Paraffinol 
Phasengrenze. AnschlieBend wandert die Proteinlosung langsam zur 
Phasengrenze untere Phase/Silikonol und verbleibt dort ublicherweise als 
stabile vierte Phase in Form elnes Tropfens. Der Endpunkt der Konzentration 
wird durch die Zusammensetzung der unteren Phase bestimmt. Geiegentlich 
wird auch eine unerwQnschte Vereinigung der vierten Phase mit der unteren 
Phase beobachtet. Es bilden sich Proteinkristaile (Figur 4). Verwendet man 
anstelle der Fltisslgkeit V die Flussigkeit VI, so stabilislert sich der Tropfen in 
der Regei an der Phasengrenze Paraffinol/Silikonol. Dies gilt insbesondere fur 
Tropfen <l Mikroliter. Es bilden sich ebenfalls Proteinkristaile. 
Die in diesem Belspiel genannten Fliissigkeiten Nummer V und VI sind 
Copolymere. Sie unterscheiden sich in der Viskositat und somit In der 
Langenverteilung der jeweiligen Polymerketten. Es ist somit ersichtlich, dass 
die Lange- und Langenverteilung des Phenylmethylsiloxans, sowie das 
Volumen der Proteinlosung einen nicht unerheblichen Einfluss auf das 
Verhalten des Systems haben. Diese Parameter konnen je nach Anwendung 
eingestellt und optlmiert werden. Auch uber die Zugabe von Zusatzstoffen 
(z.B. Stabilisatoren, Block-Copolymere, Insbesondere Di- und/oder Triblock- 
Copolymere) kann das System weiter optlmiert werden. 

Bei Verwendung von Glasrohrchen oder Glaskapillaren kann die 
Doppelbrechung der Proteinkristaile zur Detektion genutzt werden. Der Boden 
des GefSSes muss optisch homogen sein. Hierzu wird polarisiertes Ucht mit 
einem 90° versetzten Analysator zur Totalextinktion gebracht y wobel Kristalle 
nicht-kubischer Symmetrie je nach Ausrichtung eln Lichtsignal zeigen (Figur 
5). Des weiteren bilden sich bei der Verwendung von Glas an der 
Phasengrenze unten/Mitte sowie Mitte/oben jeweils ein konkaver Meniskus 
aus, was zu einer Zentrierung des Tropfens fOhrt (siehe Figur 4). Dies ist fur 
die Analyse der Krlstallisationsexperimente von Vorteil. Die 
Oberflacheneigenschaften des GefaSes konnen auf diese Art so ausgewahlt 
werden, das sie die Kristallisation vorteilhaft beeinflussen. 
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Beisoiel 5: KristaHfsation im Vierphasensvstem mit raumlicher Ahfrrennuna der 
Proteiniosuna von der unteren Phase 

Ein Dreiphasensystem wird in einer 96-we!l Kristallisationsplatte (Greiner Bio- 
one, Protein Kristallisationsplatte, 96 well; Bestellnummer 609120) wie oben 
beschrieben etabliert. Dabei ist es wichtig, dass die untere Phase nicht Ober 
die Ausbuchtung hinausragt (siehe Figur 6). Die mittlere Phase wird dann 
appliziert, bis .der gesamte Querschnitt einer Proben position bedeckt ist. 
AnschlieBend wird mit Paraffinol uberdeckt (obere Phase, siehe Figur 7). Die 
mittlere Phase kann auch nach der oberen Phase appliziert werden. 

Als Richtwerte gelten folgende Volumina: 300 Mikroliter Ausfallungsreagenz, 
90 Mikroliter der mittleren Phase, 120 Mikroliter Paraffinol und 2 Mikroliter 
Proteinlosung. 

Die Anspruche an die mittlere Phase sind bezGglich der Stabillsierung des 
Proteintropfens weniger stringent als bei Belsplel 4. Zwei Mikroliter einer in 
Beisplel 2 beschriebenen Lysozymlosung wir so appliziert, dass sie in die 
Ausbuchtung des GefSSes positioniert ist Oder dorthin wandert. Sie bildet einen 
Tropfen aus, der von der mittleren Phase und der GefSBwand umgeben 1st. Die 
Figur 7 zeigt ein Kristallisationsexperiment bei dem die Flusslgkeit IX als 
mittlere Phase verwendet wurde, Proteinkristalle bilden sich im Falle der 
Fliissigkeit IX nach zwei Tagen. Bei Verwendung der Hydroxy-terminierten- 
Polysiloxane (FlOssigkeiten VII, VIII und IX) kann des ofteren ein AufreiBen 
der oberen Paraffinschicht beobachtet werden, insbesondere wenn geringere 
Volumina des Paraffinol verwendet werden. Die hier verwendete 
Kristallisationsplatte lasst jedoch keine Applikatlon von groBeren Mengen 
Paraffindl zu. Dagegen erlaubt die Verwendung eines Probentragers mit einem 
erhohten Rand die Applikatlon einer ausreichenden Schicht Paraffin6ls Uber 
den gesamten ProbentrSger. 



Rgur 1 zeigt vereinfacht und schematisch das unterschiedliche Verhalten der 
gangigen Kristallisationsverfahren in einem Phasendiagramm. L, M und U 
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bezeichnen jeweilig die losliche, metastabile und unstabile Region des 
Phasendiagramms. 

Figur 2 zeigt den schematischen Aufbau eines erfindungsgemaBen 
Dreiphasensystems mit einer tropfenfSrmigen vierten Phase, die an der 
Phasengrenze zwischen der oberen und mittleren Phase lokalisiert ist. 
ErfindungsgemaB findet eine Diffusion von Wasser nach oben fm wesentlichen 
nicht statt. I, II und III entsprechen der oberen, mittleren und unteren Phase. 

Figur 3 zeigt eine Photographie von drei erfindungsgemaBen 
Dreiphasensystemen, bei denen jeweils die Losung des MakromolekQIs 
tropfenfSrmig zwischen der oberen und mittleren Phase lokalisiert ist. 

Flgur 4 zefgt in GroSaufnahme eine Losung des MakromolekQIs, die sich an der 
Phasengrenze zwischen der mittleren und unteren Phase positioned: hat. 

Rgur 5 zeigt fur den selben Ansatz wie Figur 4 in GroSaufnahme die Kristalle, 
die sich in einem erfindungsgemaBen Dreiphasensystem gebildet haben. Die 
Lysozymkristalle sind mit polarisiertem Licht und mit einem urn 90° versetzten 
Analysator detektierbar. 

Figur 6 zeigt eine AusfQhrungsform, bei der die Lbsung des MakromolekQIs 
durch eine Ausbuchtung Im GefaB daran gehindert ist, sich weiter zu der 
unteren Phase hin zu bewegen. Die Diffusion von H 2 0 erfolgt in Pfeilrichtung. I, 
II und III entsprechen der oberen, mittleren und unteren Phase. 

Figur 7 ist ein Photo von oben auf ein erfindungsgemafles System, bei dem drei 
Ausbuchtungen gemeinsam an einem Reservoir angeordnet sind. In der 
mittleren Ausbuchtung sind deutlich sichtbare Kristalle entstanden. Die 
Ausbuchtungen sind mit dem Reservoir Qber eine durchgSnglge mittlere Phase 
verbunden, durch die H 2 0 zum Reservoir diffundieren kann. 

Figur 8 zeigt die Aufsicht eines erfindungsgemaBen Probentragers zur 
automatisierten Durchfuhrung des Kristallisationsverfahrens. 

Figur 9 zeigt einen Teil eines Querschnitts durch einen erfindungsgemaBen 
Probentrager. Bei der gezeigten AusfQhrungsform sind in den einzelnen 
ProbegefaBen, von denen drei in einer Reihe dargestellt sind, gegenQber dem 
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GefaBboden erhohte Ausbuchtungen vorhanden, in die oder Qber die die Losung 
des Makromolekiils appliziert wird. Der ProbentrSger ist durch einen erhShten 
Rand gekennzeichnet, der es ermQglicht, die einzelnen ProbengefaBe mit der 
mittleren Phase zu befOllen und die mittleren Phasen mit einer durchgSngigen 
oberen Phase zu Qberschichten. Dadurch wird der Vorgang der Bereitstellung 
eines erfindungsgemaSen Dreiphasensystems betrachtlich vereinfacht. 
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Eatentanspruche 



1. Verfahren zur Kristallisation von MakromolekQIen unter Verwendung eines 
GefaBes, enthaltend eine untere wassrige und eine mittlere Phase, 

wobei eine wassrige Lfisung der Makromolekule in die mittlere Phase 
gegeben wlrd, 

wohach eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die 
untere wassrige Phase Qber die mittlere Phase geschichtet wird. 



eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die untere 
wassrige Phase Qber die mittlere Phase geschichtet wird, 

wonach eine wassrige Losung der Makromolekule in die mittlere 
Phase und/oder obere Phase gegeben wird, 

und inkubiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Losung der MakromoIekQIe eine vierte Phase bildet, die sich nicht 
unmittlelbar mit der unteren Phase vermfscht. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die vierte Phase 
nach Einbringen in das GefiB zur Phasengrenze zwischen der unteren und 
mittleren Phase Oder zur Phasengrenze zwischen der mittleren und oberen 
Phase wandert. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass das GefaB 
so ausgestaltet ist, das die vierte Phase nicht in Kontakt mit der unteren 
Phase kommt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die vierte Phase 
In einer Ausbuchtung lokaJisiert ist. 



oder 
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6. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 2 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass sich die vierte Phase solange nicht vollstandig mit der 
unteren Phase vermischt, bis die Kristallisation in der vierten Phase Oder an 
einer Phasengrenze zur vierten Phase einsetzt. 

7. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die obere Phase Qber die Dauer des 
Kristallisationsvorgangs Im wesentlichen keine Diffusion von H z O aus dem 
GefaB stattdndet. 

8. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die obere Phase Paraffinol enthSlt. 

9. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 2 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die mittlere Phase so ausgewihlt ist, dass elne 
Diffusion von H a O von der vierten Phase in die untere Phase stattflndet. 

10. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 9, dadurch , 
gekennzeichnet, dass die mittlere Phase Hydroxy-terminlertes 
Dimethylsiloxan und/oder Phenylmethyl-Slllconol enthSlt. 

11. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die untere wassrige Phase Salze, Puffersubstanzen, 
Polymere und/oder organische L6sungsmittel enthalt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die LSsung des MakromolekGIs Salze, 
Puffersubstanzen, Polymere und/oder organische Losungsmittel enthalt. 

13. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die MakromolekQIe Proteine, RNA, Komplexe von 
MakromolekQIen, Proteinkomplexe, Protein/Ugandenkomplexe, 
DNA/Ligandenkomplexe, Protein/WMA-Komplexe oder Protein/DNA- 
Komplexe sind. 

14. Krlstalle von MakromolekQIen, die durch eln Verfahren nach einem der 
AnsprQche 1 bis 13 erhalten werden. 
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15. Vorrichtung zur KristalHsation von Makromolekulen, bei der eine Vielzahl 
von ProbengefaBen zu einem Probentrgger angeordnet slnd, wobef der 
Probentrager einen durchgSngigen Rand aufweist, der hoher angeordnet ist 
als die Offnungen der ProbengefaBe. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, wobel in den ProbengefaBen jeweils 
mindestens eine gegenQber dem Boden der Probengefafie erhOhte 
Ausbuchtung vorhanden ist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15 und/oder 16, wobei der Boden des 
Probentragers optisch homogen ist. 

18. Dreiphasensystem zur KristalHsation von Makromolekulen, bei dem in 
einem GefSB drei fIGssige Phasen uberelnander vorliegen, wobei diese eine 
untere wassrige Phase, eine mlttlere Phase und eine obere hydrophobe 
Phase mit geringerer Dichte als die untere wSssrige Phase sind. 

19. Verwendung .eines Verfahrens nach Anspruch 1, der Vorrichtung nach 
Anspruch 15 oder 16 und/oder eines Dreiphasensystems nach Anspruch 17 
2ur automatisierten KristalHsation oder zum automatisierten Screening. 

20. Strukturen von Makromolekulen, die bei der Analyse von Kristallen gemaB 
Anspruch 14 ermittelt werden. 
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Zusammenfassuno 

Gegenstand der Erflndung ist eine Verfahren zur Kristallisation von 
Makromolekulen unter Verwendung eines GefaSes, enthaltend eine untere 
wassrige und eine mittlere Phase, 

wobei eine wassrige Ldsung der Makromoiekiiie in die mittlere Phase 

gegeben wird, 

wonach eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte ais die 
untere wassrige Phase Qber die mittlere Phase geschichtet wird, 

oder 

eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte ais die untere 
wassrige Phase Ober die mittlere Phase geschichtet wird, 

wonach eine wassrige Losung der Makromoiekiiie in die mittlere 
Phase und/oder obere Phase gegeben wird, 

und inkubiert wird. Gegenstand der Erfindung sind auch eine 
Vorrichtung und ein Dreiphasensystem zur Durchfiihrung des Verfahrens, und 
die Verwendung ais automatislertes Kristallisationsverfahren. 
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X-Mkro-Batch(X) 

Y - abgewandelte Mikro-Batch 

Z - klassische Methode 
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Figur 3 
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Figur 7 
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Figur 8 
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Figur 9 
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